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H. C. HeMrBn et J. S. de Gn.q'A.F'
Laboratoire de Cardiobiochimie et de Biochimie de la Coagulation Sanguine,
HÓpítal Universitaire, Leyden (Pqys-Bqs)
RÉSUMÉ. - Les agents capables destérifier un résidu sérine actif permettent d'indivi
dualiser au moins quatre sérine-estórases parmi les facteurs de la coagulation : les facteurs II
(prothrornbine), vf, Ix et X. La haute spécificité de ces protéases ne peut être expliquée
par leur seule structure moléculaire. Pour reconnaitre leur substrat elles doivent être associées
i d'autres rnolécules qui leun fournissent des sites d'attachement supplénaentaires. Ainsi Ie
facteur X activé (Xa) est-il associé dans la prothrombinase à une micelle phosphotripidique
et au facteur V; I'ion calciurn fixe le Xa sur des sites chargés du phospholipide auquel le Y
est lié par interactions hydrophobes. La fixation du substrat lui-même, la prothrombine, à la
micelle phospholipirlique accroit encore la spécificité de la réaction enzymatique.
De nombreux arguments laissent penser que I'activateur du X est un cornplexe homologue
assoclant IXa, calcium, YIII et phospholipides.
peu de choses sont encore connues sur la nafure enzymatique du facteur tissulaire et du
produit de contact forrné par I'interaction des facteurs XII et XI en présence doune surface
mouillable.
pour rendre compte de l'équilibre délicat permettant I'hémostase sans thrombose extensive,
la cinétique enrymatiqare própor. Ie modèle d'une << explosion limitéeb faisant intervenir
I'action auto-catalytiquè de certains produits générés pendant là coagulation et le r6le des
inhibiteurs.
Mots-clés .. Facteurs de coagulation. - Frothroinbinase. - Sérine-estérases. - Cinétique
enrymafique.
Le mécanisme de la coagulation doit être à la fois
d'une extrême efficacité et respeoter un óquilibre
très subtil. I1 est indispensable que toute effraction
vasculaire entraïne une génération locale de throm-
bine ; mais il est également impératif que nul throrn-
bus ne se forme dans les vaisseaux intacts. Les dóvia-
tions de ce mécanisme constituent (à cause de leurs
conséquences mortelles) un des premiers soucis du
módecin. Pour le biochim'iste il est romarquable
qu'un mécanisme d'une telle efficacité ne tombe en
panne que dans un nombre restreint de cas:
Il est en outre cudeux de róaliser que cet óqui-
libre délicat repose sur le mécanisme plutÓt rude
de la protéolyse enzymatique. C'est en effet le même
principe qui est à 1à base de la destruction des pro-
téines alimentaires ingérées et de la coagulation du
sang !
Il serait superflu de développer ici ce que sont
les sérine-estérases. 11 est toutefois utiie d'avoir pré-
sent à l'esprit que toute sérine-estérase en coagula-
tion, comrne dans l'appareil digestif, provient d'une
proenzyme inactive. Lá proenzyme est.transformée
en enlyme active par une protéolyse limitée. Sui-
vant la terminologie des coagulationistes, on dit
qu'un facteur est qctivé paÍ un autre facteur.
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En premier lieu il s'agit de dépister les sérine-
estérasès parmi les facteurs de coagulation' Ceci ne
peut être effectué cl'une fagon indiscutable qu'en
'déterminant 
1'ordre primaire des résidus amino-
acides du site actif de I'enzyme. Pour la thrombine
le mérite de cette étude revient à S. Magnusson (9)'
Poul le facteur Xa ce sera peut-être chose faite dans
peu de temps mais pour les autres facteurs cet
idéal est encore loin.
Heureusement on peut suivre une autre voie' Tou-
tes les sérine-estórases connues ont en cornmun la
orooriété d'être inhibóes par des organophosphates'
bes' carbamates et des sulfonylhalides' L'inhibit ion
est causée par une estérification irréversible de Ia
sérine actir'è. Le mócanisme de cette inhibition est
actuellement bien connu, mais cela nous mènerait
troo loin d'en discuter ici le détail. Quoique I'esté-
rifièation de la sérine soit en principe égale pour
toute enzyme inhïoée, les groupes adjacerts de la
sérine dans la structure tertiaire influent d'une ma-
nière importante sur les conditions de la réaction'
Ces groupes varient - ou bien en position ou bien
"n 
riatotè - d'une enzyme à I'autre' Pour cette
raison, chaque couple sérine-estórase/inhibiteur est
caructêrisê par s"J propres constantes- cinétiques'
On peut alors reconnaitre les sérine-estérases parml
les facteurs de la coagulation en déterminant leur
susceptibilité à I'action inhibitrice des organophos-
ohatei et autres inhibiteurs. I1 est en outre possible
àe reconnaitre ainsi les inhibiteurs spócifiques d'un
facteur donné. Les résuitats de telles expériences
sont donnés dans le tableau I (2). Evidemment ce
sont les facteurs II, VII, IX et X qui sont inhibés
tandis que les facteurs V et VIII sont réfractaires
aux inhibiteurs. On voit que chaque facteur est sus-
ceptible à sa propre gamme d'inhibiteur.^ indiquant
qu"il s'agit de- quàtre sérine-estérases différentes'
Pour le moment nous ne discuterons pas la nature
du << produit de contact > (CP) qui se forme par
f in@ráction des facteurs XII et XI en présence d'une
surface mouillable et pas d'avantage la nature de
la thromboplastine tissulaire (TT). L'épine dorsale
de 1a thrombinoformation intrinsèque peut alors
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On voit ainsi se dégager le principe d'une cas-
cade de réactions enzymàtiques ainsi qu'elle a été
congue originellement par MacFarlane (8)'
Un tel système gtobal ne rend pas- compte de
deux caractéristiquei qui sont pourtant cl'une extrême
i,mportance : la ipéciiicité cle chaque interaction et
le caractère limitè de bute thrombinoformation in
vivo. En gênêral les enzymes ne reconnaissent dans
la molécule de substrat qu'un nornbre lestreint d'ato-
mes. La spócificité obtehue de cctte manière est li-
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mitée à des substrats de dirnens;ons restreintes. Les
enzymes capables d'attaquer des grandes molécules.
comme la ribonucléase et la trypsine, ne sont pas
très spécifiques pour leurs subitrats entiers mais
pour certaines configurattons d'atomes dans ce subs-
trat. C'est ainsi que la trypsine n'attaque générale-
ment une protéine que 1à oÈ se trouve un résidu
arginine ou lysine. L'action d'une seule sérine-esté-
rase ne peut que très difficilement expliquer le de-
gré de spécificité atteint par les facteirrs de coagu-
lation. Pour reconnaitre son substrat parmi tou-tes
les protéines présentes, un facteur de coàeulation ac-
tif doit 
_être aidé par un auire facteur. qii n'est pas
muni d'un centre actif mais qui fournit des sites
d'attachement supplémentaires. Ces f acteurs auxi-
l iaires sont les facteurs qui ne sont pas inhibés par
les organophosphates : le V et je VIII. Le róle'du
facteur V comme coopérateur du facteur Xa a été
reconnu par Hanahan (10) et nous-mêmes (4) et
nous avons décrit un peu plus tard un róle analogue
pour le VIII coopérant avec le IX (5).
Regardons la prothrombinase (fig. 1) : I'enzyme
se forme par la juxtaposition des fácteurs Xa et V
sur la surface d'une micelle de phos,pholipide. Le
facteur  X.a est  ] ]9  pur  un ion calc ium' tandis que lefacteur V est l ié par une interaction hydrophobe.
I l  est  a ins i  nécessai re que la sur face du phospho-
lipide présente des sites hydrophobes et des sites
capables de fixer le calcium, c'est-à-clire des sites
chargés. Ceci peut être très bien envisaEé. Une mi_
celle de phospholipides typique peut être comparée à
un petit ballon d'un diamètre d'ènviron ZS0 Á. f,in_
térieur comme I'extérieur du bailon sont en phase
aqueltse. La membrane du balion consiste en ,rne
couche double de rnolécules de phospholipides. A
l'intérieur de cette coushe se trouveni dei résidus
d'acides gras. Les deux surfaces sont formées des
résidus 
-ioniques des molécules de phospholipide ;
c'est-à-dire des < têres u hydrophiles 
^ (fig. Z)'.
Cependant les rêtes des moléculel de phóspho-
]ipj$" ne sont pas homogènes. La topochirnieindique qu'i l . s'agit d'une structure asymétrique
avec des parties plus ou moins chargées _ chaige
Modèle
surface
de I'interactlon des tacteurs Xa et V à lad 'unê mlcel le de phosphot ip ide.
positive 
_ou négative - et plus ou moins hydro-phobes. La surface d'une miCelle doit montrer alors
une mosaïque de structures supra-moléculaires qui
naissent de I ' interaction des têtes des molócules de
phospholipide. Ainsi on obtient une imbrication cie
régicns susceptibles les unes d'interactions hvdrooho-
bes, les autres pouvant être engagées dans dej in-
teractions hydrophiles. Les dimensions reiatives des
têtes déterminent la topographie des sites plus
ou moins hydrophobes ou hydrophiles répartis à
la surface de la micelle et par cbnséquent déter-
minent la possibil i té pour les facteurs Xá et V de se
placer en position favorable I 'un par rapport à l,au-
tre. Parce que la topographie moléculaire et la char-
ge sont fixées ensembie pour chaque type de phos-
pholipide individuet, i l  est diff ici ie clá-iuser si la
constitution optimale de cer.taines combinàisons de
phospholipides en micelles est due à une charse fa-
vorable ou à une mosaïque optimale (14).
Une molécule de facteur V a un poids moléculaire
d'environ 200 000. En forme globulaire cela indi-
que un diamètre d'environ 80 A. La molécule n'est
alors pas beaucoup plus petite qu'une micelle cle
phospholipide (250 A). L'interactibn entre les deux
doit alors comporter d'importants changernents de
structure tertiaire. Rien n'cst connu à ce suiet. La
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Fig .  1 .  -  Modète  de  la  p ro th rombinase.
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une fois adsorbés est également tout à fait inconnue'
En théorie on peut envisager deux possibilités : ou
bien le facteur V influence la conformation tertiaire
du facteur Xa et ainsi change la spécificité de cette
enzyme: ou bien le V ne modifie pas le Xa et sert
seuÍement pour fixer la prothrombine en position
favorable. La première hypothèse serait 
. 
compal]-
ble avoc une interaction de type allostérique telle
qu'on en connaït beaucoup en enzymologie' Elle est
cependant peu probable. En effet, comme on I'a in-
diàué ci-dóssus, une spócificité qui perrnet de re-
connaïtre des protéines entières ne peut vraisem-
blablement pas^ être obtenue par la seule configu-
ration d'un iite actif. Le fait que le phospholipide
et le facteur V n'aient pas d'influence sur l'acti-
vité estérasique du facteui Xa (tableau II) est aussi
un argument contre cette première hypo-thèse' L'au-
tre póssibilité est que le facteur V offre des sites
acceïsoires qui lient le substrat, c'est-à-dire le fac-
teur II, en position favorable pour être attaqué-par
le Xa.'Ce point de vue est renforcé par les résultats
prél iminaires du groupe de Jackson (communica-
iion, p".tottnelles) qui a démontré une interaction
directË entre le facteur V (activé) et la prothrombine'
Il a également été démontré (3) qu'il y a une inter-
action- directe entre le facteur II et les phospholi-
oides. Ainsi apparaït une homologie certaine entre la
partie du facteïr Xa qui se lie au phospholipide et
une certaine région de la molécule de prothrombine'
Le facteur II iemble alors interagir avec tous les
constituants du complexe Xa-V-phospholipide
(fig. 3).
Beaucoup moins de c,hoses ont connues sur le
complexe fbrmé par les facteurs VIII et IXa qui
active le facteur X. Pour le peu que I'on connaisse la
situation parait tout à fait analogue à celle de la
TABLEAU l l .  -  Inf luênce du tacteur V,  des. ions catc ium et  des' 'ifrài'pÈof 
ipiOes 
-iui 
I'activité TAMe-estéÍasique. du Íacteur xa'
5'-s7:ë, 
'ii i--8.0- 
áans 0'01 M TAMe (1 uniré de vélocité =
44 pM/h).
Fig. 3. - Modèle du complexe prothrombine-prothrombinase'
prothrombinase mais les données exactes sont pres-
que totalement absentes.
Avec la discussion de la nature du < produit 'de
oontact >>, on est encore sur terre rnoins ferme'
S"nà.ntnui"rs (12) a très bien démontré que .le
XII est une estórase qui est rendue active par les
déformations de sa stiucture tertiaire causées par
son adsorption sur une surface mouillable' Mais les
preuves apportées par Kingdon et al. (1.1) en faveur
àu fait q"ê t" facieur XI serait une sérine-estérase
ne sont pas tout à fait convaincantes.
Les diverses actions du < produit de contact >
sont très intéressantes ' Íl a été llotamment rapporté
que ce produit non seulement active le IX mais
aussi le VII, court-circuitant le système intrinsèque
de la coagulation : ainsi la thrombine peut-elle se
former etil'abtence du facteur VIII et le paradoxe
de Rapaport (11) est résolu, qui dit que la-thrombine
est néceisaire à l'activation du facteur VIII (1)' En
outre le < produit de contact > active le kalikrei-
nogène (15i et le système fibrinolytique (15)' Pour-
tarit les 
'malades 
qui ont un déficit en facteur XII
ne sont pas atteinis d'affections suggórant une défi-
ói"n.. dï système de fibrinolyse ou de kalikréine'
Bien plus la présence d'un système géné-tant un pro-
duit àe contàct actif ne paraït pas indispensable à
une hémostase normale !
Ce qui nous parait aujould'hui le problème le
plus paisionnant de la coagulation est la non-linéa-
ïite cí. sa cinétique. La cinétique enzymatique non-
linéaire permet àe reconnaitré des systèmes oscil-
lants et, pouÍvu qu'on tienne compte du- róle de la
diffusion,^ des sysièmes capables de différenciation
dans I'espace, c;est.à-dire de variations de concen-
tration sulivant des coordonnées de distance (morpho-
gónèse) (6). Nos recherches préliminaires nous peÍ-
írettent de concevoir un type de réaction jusqu'ici
unique pour la coagulation, que nous avons nomme
I'exllosion l imitée. Par ce terme. nous lndlquons qu:
le déclenchement local de I'hémostase in vivo entrai-
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lernent jusqu'à une distance finie de la
Pe.u!-on..expliquer que toute hémostase
sulvre d'une thro,mbose léthale (*) .
Pour comprendre et calculer la cinétique non_
linéaire de I'explosion limitée, il est nécessaire de
tenir oompte du róle auto-catalytique de certainsproduits générés pendant la coaguiation et de lapart tenue par les inhibiteurs physiologiques. L,im_portant est de concevoir que la cinétique e\zyma_
tique- n'est pas impuissante à résoudre les problè_
mes les plus importants posés par la cougulation.
, 
(r) Cette. conception de l,hémostase ne se limite pas àla coagulation sííictu sensu. quu"o -ó"--i"ui ï"in"tu.e la
l-urt-^t.^nu:...11. les..plaquettes il suffit de recónnaitre 
-qu!
re. ro. le aurocatalyt ique de. I 'ADp dans I 'agrégation àesplaqueues 
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THE SERINE-ESTERASES OF THE COAGULATION SYSTEM
by H. C. HEMKER and J. S. de GRAAF
Laboratoire de cardiobiochimie et de Biochi.mie de ra coagulation sanguineHópital Universitaire, kyden (pays_Bas)
(Path.-Biol. ,  19j3, 21, Suppl.,  5_10)
SUMMARY. - The backbone of the coaguration mechanism is a chain of proenzyme.enzyme conversions arranged in a << cascade n, i.e. the product of one reaction is the enzymein the next. This chain is :
xII"
IX  - ->  IX " ;  X  ->  X* ;(With the alternative reaction X > X").
The roman numerar denote the coagulation_ factors in their proenzyme form, thesubscript a denotes the enrymaticatly active form. By means of specific inhibition it could bedemonstrated that the factors Itr,, ViI", IX^, and X" do not funcdï., * ,*n but as a part ofa complex consisting of the serine esterase and a not enzymatically active protein (the << para-enzymer>) absorbed side.by side at a-phospholipid-wate.-i"t".pn"r.. ih" pr"""rrry-e partnerof factor IX, is factor YIII; factor X. 
"o-pt"*.s with factor V.rn the case of the latter two factors, it coutd be shown that the arrangement in a complexdoes not enhance the reactivity of the esterase towards small substraterïh"r"", it markeiilyincreases the reactivity towards prothrombin. TLe fu_nction of tne paraenryme presumabryis to offer additional binding sites to tne natuial substrate. Binding of the enzyme to theinterphase is via ca++-ions, hence via a hydrophobic site, *h";;;;;.;araenzyme is boundhydrophobically' This implies Íhe necessity át nàtn hydrophylic and hyrtróphobic regions beingavailable at the pospholipid surface, in a more or less regura. 
"..uog"-Jot (mosaic pattern).
ff*ïïï;#ation 
of this pattern mav determine the thrombopr"iti" *ti"ity of a giveí
urÍ"írli"'ot " 
Blood crotting factors. - prothrombinase. 
- serine-esterases. - Enzyme
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